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1. Mode of action of amilorides as inhibitors of mitochondrial H+-pumping NADH-quinone 
oxidoreductase (complex I) 
（ミトコンドリア H+-輸送性 NADH-キノン酸化還元酵素（複合体-I）の阻害剤アミロラ
イド類の作用機構） 





ブユニット（ND2, ND4, ND5）は、進化的には Na+/H+-アンチポーターのホモログであり、
H+輸送を担うと考えられている。 
 EIPA に代表されるアミロライド類は、Na+/H+-アンチポーターの代表的な阻害剤であると










 複合体-I に対する市販アミロライド類の阻害活性は弱く、1桁 nM レベルで阻害活性を示
すロテノンやアセトゲニンには遥かに及ばない。アミロライドの基本構造であるピラジン
環部とグアニジン部に任意の置換基を導入する合成方法を確立し、EIPA に代表される市販




ろ、内部に 3 級アミンを有する化合物 AA6 において阻害活性が劇的に上昇することを見出
した。最も高い複合体-I 阻害活性を示した化合物 AA6 をテンプレートとして、アミロライ
ドリガンド AAT を合成した。1 次タグとして末端アルキンを採用し、蛍光発色団やビオチ
ンなどの 2 次タグをクリックケミストリーにより導入し、蛍光イメージングやペプチド化
学解析を行うことを意図した。 
 ウシ心筋亜ミトコンドリア粒子（SMPs）と AAT を 24 時間インキュベートし、その後クリ
ックケミストリーにより蛍光タグ（TAMRA-N3）を導入した。SDS-PAGE によってタンパク質
を分離し、ゲルの蛍光イメージングを行ったところ、約 50 kDa のタンパク質に TAMRA 由来
の強い蛍光が観察され、位置特異的な化学修飾（アルキン化）が起こっていることがわか
った。続いて、AAT でインキュベートした SMPs に対して、クリックケミストリーによって
ビオチンタグを導入し、固定化アビジンによってアルキン化されたタンパク質を精製した。
このタンパク質をトリプシン消化し、ペプチドマスフィンガープリンティング（MALDI-TOF 
MS）に供したところ、複合体-Ｉの quinone-access channel を構成する 49 kDa サブユニッ
トであることがわかった。さらに、LC-MS/MS によって AAT による修飾部位の解析を進めた





2. Mode of action of aurachins as inhibitors of Na+-pumping NADH-quinone 
oxidoreductase (Na+-NQR) from Vibrio cholerae 
（コレラ菌 Na+-輸送性 NADH-キノン酸化還元酵素（Na+-NQR）の阻害剤オーラシン類の
作用機構） 
 コレラ菌（Vibrio cholerae）や緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）など一部の病原性細
菌では、H+ではなく Na+の電気化学的ポテンシャル勾配が酸化的リン酸化や鞭毛運動の駆動












 コレラ菌から単離・精製された Na+-NQR を用いて、三芳研究室が保有するオーラシン類




 コレラ菌 Na+-NQR に対して光親和性標識実験を行い、[125I]PAD-1 あるいは[125I]PAD-2 で
標識された Na+-NQR を SDS-PAGE で解析したところ、両化合物とも NqrB サブユニットを特
異的に標識することがわかった。また、電子供与体である NADH 存在下では、NqrB に対す
る標識が顕著に抑制されたが、電子受容体であるキノン存在下では全く影響を受けなかっ
た。続いて、[125I]PAD-1 あるいは[125I]PAD-2 で標識した NqrB サブユニットを単離し、プ











1. Mode of action of amilorides as inhibitors of mitochondrial H+-pumping NADH-quinone 






ライドリガンド AAT を合成した。 
２）ウシ心筋 SMPs を用いたトシル化学により、AAT が quinone-access channel 内の 49 kDa・
Asp160 を特異的に修飾することがわかった。 
３）アミロライド類は膜ドメイン（ND2, ND4, ND5 サブユニット）ではなく、quinone-access 
channel に結合することを初めて明らかにした。 
 
2. Mode of action of aurachins as inhibitors of Na+-pumping NADH-quinone 
oxidoreductase (Na+-NQR) from Vibrio cholerae 
（コレラ菌 Na+-輸送性 NADH-キノン酸化還元酵素（Na+-NQR）の阻害剤オーラシン類の
作用機構） 
１）高い阻害活性を示すオーラシン AD-42 を見出し、光親和性標識に用いる [125I]PAD-1
と[125I]PAD-2 を合成した。 
２）[125I]PAD-1 と[125I]PAD-2 がコレラ菌 Na+-NQR の Arg43-Lys54 と Trp23-Gly89 にそれぞ
れ結合することを明らかにした。 
３）Na+-NQR におけるオーラシン類の作用機構モデルを提案した。 
 
